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Het toepasbaar maken van de Diffuse- Reflektie-Infrarood- Techniek 
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Samenvatting: 
Met behulp van sulfadimidine-na en nortestosteron als testcomponenten 
is nagegaan wat mogelijk is met DRIFT en welke gevoeligheid kan worden 
bereikt. 
Twee DRIFT units (Harrick en Barnes) zijn onderzocht op gevoeligheid 
en bruikbaarheid. 
Conclusie: 
De DRIFT blijkt een goede opnametechniek voor de analyse van kleine 
hoeveelheden stof. Van 0,01% sulfadimidine-na in KBr ( 1 ~g/10 rog KBr) 
kan nog een goed infraroodspectrum worden verkregen. Eveneens van 650 
ng nortestosteron op KBr. 
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vergelijkbaar . 
Verantwoordelijk: dr W.G . de Ruig 
Hedewerker/Samensteller: J,M . Weseman ;} · 
Projektleider: J.M. Weseman 
85120 . 0 
Inhoud 
1. Inleiding 
2. Theorie Diffuse-Reflektie 
3. DRIFT-units 
3.1 Volgens Harriek 
3.2 Volgens Barnes 
4. Gevoeligheid 
s. Monstercupjes/grootte energiebundel 
6. Matrix (isolatie) 
7. Onderzoek van de component op diverse soorten ondergrond 
8. Specular Reflectance 
9. Harriek vs Barnes (DRIFT-units) 
10. Conclusie 
11. Analyseverloop voor onderzoek van HPLC-frakties m.b.v. DRIFT 
12. Literatuur 
13. Opname condities (parameterlijsten) 
85120.0a 
1. Inleiding 
Aan de reeks oudere opnametechnieken voor het verkrijgen van infra-
roodspectra zijn sinds de komst van de Fourier-infraroodspectrofoto-
meter enkele nieuwe opnamemogelijkheden toegevoegd. 
Eên van deze opnametechnieken is Diffuse-Reflektie-Infrarood-spectro-
scopie (ofwel DRIFT). Hierbij wordt de IR lichtbundel via spiegels in 
de DRIFT-unit op het te onderzoeken oppervlak gebracht, de energie-
bundel wordt diffuus gereflekteerd en vervolgens via spiegels naar de 
detektor geleid. 
Bij UV- spectroscopie en Nabij Infrarood Spectroscopie wordt de 
diffuse-reflektie techniek al langer met goed resultaat toegepast. 
Met het FT- IR apparaat IFS-85 is ook een DRIFT unit besteld; Bruker 
heeft twee verschillende typen in het leveringaprogramma nl. van de 
fabrikaten Harriek en Barnes. Met beide fabrikaten is door ons 
ervaring opgedaan. Ook zijn ervaringen uitgewisseld met collegae die 
de mogelijkheid hebben diffuse- reflektie spectra op te nemen. 
Het gebruik van de diffuse-reflektie ligt in het verlengde van de 
reeds eerder toegepaste micro-KBr techniek dat wil zeggen dat eveneens 
KBr als matrix wordt genomen en dat kleine hoeveelheden van een com-
ponent kunnen worden onderzocht. 
2. Theorie Diffuse-reflektie 
Een algemene theorie voor de diffuse-reflektie door verstrooiing van 
licht in poeders is ontwikkeld door Kubelka en Munk. Deze theorie legt 
een verband tussen monsterconcentratie, strooilichtintensiteit (stra-
ling die uit het monster komt), molaireextinctiecoefficient en piek-
hoogte, mits s (de vertrooiingscoefficient) daarbij gelijk blijft. 
Voor diffuse-reflektie spectrometrie is de wet voor 'oneindig-diepe' 
monsters (dat zijn monsters waarvan een toename in dlepte het spectrum 
niet merkbaar verandert) afgeleid door Kubelka en Hunk. 
fRo0 ::: (1 - R"" )2 
2 R ..o 
= 2,303 ac = k 
5 s 
Hierin is R..o : de verhouding van de diffuse-reflektie van het 
monster tot de diffuse-reflektie van de niet geabsorbeerde matrix, 
waarin het monster is opgenomen. 
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oO 
= R'o0 (monster ) ------~--~------~-----R'oo (referentie- matrix) 
k: molaire extinctiecoefficient 
s: verstrooingscoefficient 
a : molaire extinctie 
c : concentratie 
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Wanneer de concentratie van het te absorberen monster is afgenomen zal 
Roa de waarde 1 bere i ken, zodat 
(1-Roo ) = (4,605 ac )1/2 
s 
de afname in reflektie evenredig is met de wortel uit de concentratie 
(c). 
Dit resultaat schijnt uniek en geeft de Diffuse-Reflektie-Infrarood-
Spectroscopische Techniek (DRIFT) een belangrijke ontwikkeling boven 
de reeds langer toegepaste techniek voor micro-KBr. 
Fuller en Griffiths (1 2 .2 en 12.3) onderzochten de diffuse-reflektie 
van o.a. gepoederd goud, germanium en verschillende andere alkalikali-
des en vonden dat fijngepoederd KCl de minste interferentie geeft en 
de hoogste overall-reflektie heeft. 
De reflektie van KCl blijkt te varieren met de grootte van de deeltjes. 
In figuur 1 blijkt dat bij hoge golflengte de hoogste reflektie wordt 
gevonden bij kleine deeltjesgrootte. Als referentie gebruikten Fuller 
en Griffith deeltjes ter grootte van 10 pm en kleiner. 
Omdat de verstrooiingscoefficient (s) afhankelijk is van de deeltjes-
grootte moet deze parameter zo constant mogelijk gehouden worden, 
vooral wanneer kwantitatieve gegevens nodig zijn. De belangrijkheid 
van de deeltjesgrootte wordt ook nog eens aangegeven in figuur 2 waar-
in het effect van de deeltjesgrootte op het diffuse-reflektie spectrum 
wordt geillustreerd. Ook valt hier op dat de bandbreedte en relatieve 
intensiteiten veranderen bij verschillende deeltjesgrootte. De band-
breedten nemen af wanneer de deeltjesgrootte kleiner wordt. Ook \Wrdt 
aangegeven dat de intensiteiten van sommige banden dramatisch blijken 
te veranderen met de deeltjesgrootte. 
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Effect of partiele slze on lhe diffuse reflectance spec11001. 
plotled as I(R.), of neat azobenzene vs. a KCI reference. (A) éJ> 
90 ,.,m, (B) 75 < ëJ < 90 ,.,m, (C) 10 < él < 75 #Jm, and (D) éJ < 10 
,.,m 
Aeflectance spectra of powdered KCI for dillerent partic~ 
sizes, iJ, vs. reflectance of KCI slzed between 75 and 90 ,.,m. (~) d 
< 10 ,.,m, (B) 10 < él< 75 ,.,m, (C) 75 < él< 90 ,.,m, end (0) d> 
90 ,.,m 
Figuur 1 Figuur 2 
3. Diffuse- reflektie units 
Hieronder volgt een korte beschrijving van de DRIFT units van .Harrick 
en Barnes. Tevens wordt daarin aangegeven de hoeveelheid energie die 
door de units .naar de detektor wordt geleid. 
3.1 Diffuse-reflektie unit volgens Harriek (zie figuur 3) 
· Deze unit is van het type 'DRA-tweedimensionaal ' en wordt ook wel 
'praying mantis' genoemd. 
Bij de unit hoort een tableautje waarop enkele monstercups zijn beves-
tigd naast twee justeerspiegeltjes (zie figuur 4). Bij het justeren 
van de spiegels wordt gebruik gemaakt van de laser-bundel die de 
infrarood-energie bundel 'begeleidt'. De hoogte van de unit wordt in-
gesteld en de spiegels worden zodanig geplaatst dat de energiebundel 
via het justeerspiegeltje (op de plaats van de monstercup) en de 
andere spiegels naar de detektor wordt geleid. De monste rcup wordt 
daarna op dezelfde hoogte ingesteld als het justeerspiegeltje. 
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Bevindingen 
Het justeren van de Harriek unit was een zeer tijdrovende zaak. Na 
justeren bleek dat 59% van de energie van een opstelling, zonder unit 
ingebomo~d, op de detektor komt. Een andere keer bleek na justeren de 
opbrengst niet hoger dan 49% (respectievelijk een amplitude van 12480 
en 10307 i .p.v. 21060). De ruis (verkregen door twee single-
beamspectra, die vlak na elkaar zijn opgenomen in een double-beam 
spectrum om te zetten met PLF PLT=TR) blijkt tussen 3000 en 1800 cm-1 
< 0,1% bij 500 cm-1 0,7% en bij 400 cm-1 1% bij 100 scans. 
3.2 Diffuse reflektie unit volgens Barnes (zie figuur 4) 
Zowel het te onderzoeken monster. als het justeerspiegeltje moeten op 
de verticaal instelbare as worden gebracht. Ook hier wordt bij het 
justeren gebruik gemaakt van de laserbundel. Alleen de hoogte van het 
unit moet worden ingesteld. De spiegels zijn al zodanig opgesteld dat 
fijn justering niet nodig is. 
Bevindingen 
De energiehoeveelheid die door de unit op de detektor valt blijkt 
72,8% van de ingestraalde hoeveelheid (amplitude 15331 van 21060). 
De ruis (verkregen door twee single-beam spectra die vlak na elkaar 
zijn opgenomen in een double-beam spectrum om te zetten met PLT PLF-
TR) blijkt voor deze unit tussen 3000 en 1800 cm-1 <0 ,1%, bij 500 cm-1 
0,7% en bij 400 cm-1 3,5%. 
Justeren blijkt met deze unit goed en snel mogelijk. 
4. Gevoeligheid 
Om aan te geven wat mogelijk is met DRIFT is uitgegaan van een model-
verbinding in een KBr-matrix. Hiervoor werd gebruikt s ul fadimidine-na , 
omdat het IR-spectrum zeer veel absorptiebanden bevat. Voor deze proef 
zijn mengsels sulfadimidine-na in concentraties van 1,0; 0,1 en 0,01% 
in KBr als matrix geanalyseerd. Om het resultaat te beoordelen is het 
'Full spectrum' (4000- 500 cru-1) opgenomen. Het ging hier dus niet om 
te zien bij welke concentratie de sterkste band nog te herkennen is. 
85120.4 - 5 -
- 5 -
2 PII.CEI!51QI!,l,\, CJJi 
. ! tl!MEH$10NA!.. C~R 
1 •14MM • CUP . 
2 -9,.5MM • CUP IAOJUSTABLE HEI6HT I. 
3 •MICRO· SAMPLING CUPIAOJUSTA8LE HEI&HTI. 
1& ·AU&NMENT POST. 
2a -TILTED ALIGNMENT MIRROR CAOJUSTAalt HEIGHl) 
3a •.HO RI ZONTAL ALIGNMEHT MIRROR IAOJUSTABLf Hé ~HTJ 
Figuur 3 Diffuse-reflektie unit volgens Harriek 
Figuu~ 4 Diffuse-reflektie unit volgens Barnes 
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Resultaat (zie spectra op blz. 7 t/m 9) 
De spectra zijn op de volgende wijze gemaakt . 
Na het opnemen van de single-beam spectra van he t monster e n de refe-
rentie (blanko fij ngewreven KBr ) zij n beide spectra met elkaar verge-
leke n met PLT PLF=TR . Dit spectrum, dat waterdamp be vat als verontrei-
n iging, ~o1ordt met het STA soft~o1are commando ontdaan van ~o1aterdamp 
(het double-beam spectrum waterdamp is verkregen door twee s pectra in 
PLT PLF-TR met elkaar te vergelijken waarbij dan het versc ltil ligt in 
het feit dat he t 2e opgenomen spectrum minder waterdamp bevat doordat 
het mo nstercompartiment langer met stikstof is geflushed) . 
Conclusie 
Uit de spectra blijkt dat een concentratie van 0,0 1% sulfadimidine-na 
in KBr nog een goed spectrum oplevert . Dit geldt met name voor het 
'fingerprint gebied' 1800-500 cm-1 . 
5. Hoostercups/grootte energiebundel 
Zowel bij de DRIFT units van Harriek als Barnes zijn kleine monster-
c ups . Zo ' n cupje kan+ 10 mg KBr bevatten. Ook zi jn gro t ere monster-
cups aamo1ezig . 
Ui t waarnemingen is gebleken dat het focuspunt van de energiebundel op 
het te detek t e r e n oppe rvlak slecht s e nke l e mm ' s bedraagt . De diameter 
van de te gebruiken cupjes hoef t dus nie t groter te zi jn; immers bij 
een grote re cup lteeft men ook meer monste rmate riaal nodig. 
In de prakti jk blijke n de kleinste monste rcupj es nog te groot zodat 
eerst een laagje KBr \'lordt ingebracht dat met f ijngewreve n KBr + com-
ponent wordt afgedekt . Op deze manie r is minder dan 5 mg KBr nodig 
voor het opnemen van de component . Hiervoor zou dan theoretisch 5 mg 
0,01% SDH- na nodig zijn; dit komt nee r op 500 ng in 5 mg KBr . 
6 . Hatrix (isolatie ) 
De vraag is, vooral bij beves tigingsonderzoek, hoeveel component nodig 
is om een herke nbaar 'full-spect rum ' te produce ren . 
Voorop gesteld da t weinig component alleen maar uit de matrix t e ver-
krijgen is na voorzuivering/voorscheiding via een HPLC sys t eem of via 
dunne laagchromatografie . 
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Soft-ware procedure voor het verkrijgen van een 'double-beam' absorp-
tie spectrum, uitgaande van 'single-beam spectrum' monster= TST 12060 
en ' single-beam' referentie = TST 12054 j- 'double- beam' spectrum 
monster = TST 22060 en 'double- beam' spectrum waterdamp = Mon 2. Het 
uiteindelijke spectrum = TST 52060 . 
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diffuse-reflektie absorpt i e spectrum van 0,01% sulfadimidine-na in KBr 
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Infrarood-spectra van sulfadimidin~-na (SD~1-na) in KBr verkregen 
m.b.v. diffuse-reflektie unit volgens Barnes 
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referentie spectrum SDM-na 
opnametechniek: macro-KBr 
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diffuse-reflektie spectrum 
1% SDM-na in KBr 
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diffuse-reflektie spectrum 
0,1% SDM-na in KBr 
TST 52060 
diffuus-reflektie spectrum 
0,01% SDM-na in KBr 
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Infrarood··spectra van sulfadimidine-na (SDM-na) in KBr verkregen 
}', , 
m.b.v. diffuse-reflektie unit volgens Harriek (tweedimensionaal) 
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DGM 42008 
referentie spectrum smt-na 
opnametechniek: macro-KBr 
TST 52064 
diffuse-reflektie spectrum 
1% SDM-na in KBr 
TST 52065 
diffuse-reflektie spectrum 
0, 1% Sml-na in KBr 
TST 52066 
diffuus-refl~ktie spectrum 
0;01% SDM-na in KBr 
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We hebben echter ook dan nog te make n met een achtergrondmatrix, die 
mede bepaalt hoe het IR-spectrum e ruit gaa t zien . 
De achtergrond zal bij mic ro-technieken steeds een probleem blijven; 
~~e hebben immers te doen met een OFF-line methode . Via de diverse 
voorbe hande lingen en manipulaties ~wrdt het monster voor IR- onderzoek 
geschikt gemaakt . De verhouding hoeveelhe id component/hoe veelheid 
matrix moet gunstig zijn willen we in het uiteindeli jke spect rum niets 
van de achtergrond matrix herkennen. De softwar e biedt mogel ijkheden 
voor spectrumsubtraction, doch dat is pas zinvol wanneer de achter-
grond-matrix reproduceerbaar is. 
Uit de praktijk is gebleken dat meer mons ter dan de t heoretische hoe-
veelheid van 500 ng nodig i s om een goed s pect rum te produceren nl. 
10-20 11g· 
Een zuivering via een KBr-pyramide zoals die ook is toegepast voor de 
micro-KBr methode kan deze hoeveelheid omlaag brenge n. Bij DRIFT is 
het nie t nodig , zoals bij de micro-KBr techniek, plaatjes te persen, 
met de ris ico's va n verliezen en contamina tie . Boven i s de voorbehan-
deling eenvoudiger . De DRIFT t echniek heef t voor de l e n bove n de miero-
KEr t echniek (met beam-condenso r) . 
7. Onderzoek va n component op andere onde rgrond 
Met nortes t osteron als model component i s nagegaan wat het resultaat 
is als andere materie a l s ondergrond wordt genome n i n plaats van opne-
men in KBr. Daartoe i s kri s t a llijn KBr gebruikt , zoal s dat aanwezig is 
in KBr- pyramides (wiek- s ticks ). Maar ook een mat- metaal oppervlak ( van 
KBr- dye ). Hieronde r z ijn de verkregen s pectra weer gegeven uitgaande 
van 650-3,6 11g nortestosteron. 
Conclusie : 
Ook kristallijn KBr in de KBr- pyramide kan voor diffuse- r ef l ektie 
onde rzoek a l s ondergrond wo rden gebruikt . 
Howe l een ma t-me talen oppervlak ook geschikt is , geef t opbrengen 
problemen, doordat de vloe i s t ofdruppe l n~lgt t e ve rvloeien . 
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Infrarood-spectra van nortestosteron (NT) op KBr 
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8. Specular reflectance 
Spiegelende oppervlakken kunnen het spectrum enigszins verstoren, van-
daar dat de mogelijklteid is ingebouwd de spiegelreflektie op te vangen 
en terug te kaatsen naar het monsteroppervlak. Op deze manier wordt 
alleen het diffuse teruggekaatste licht gemeten. Voor KOr als matrix 
hoeft men deze techniek niet toe te passen . 
9. Harriek versus Barnes DRIFT units 
Nadelen van de unit van Harriek zijn a ) de diepe ligging in het mon-
stercompartiment, b) het justeren; de spiegels blijken snel gedejus-
teerd, dit wordt versterkt door het feit dat de unit vaak uit het 
monstercompartiment gehaald moet worden, doordat andere opnametech-
nieken gewenst zijn . 
Een voordeel van de Barnes unit is de gemakkelijke bereikbaarheid van 
de monstercup. De holle spiegels kunnen uit elkaar worden geschoven 
waardoor het monstercupje gemakkelijk geplaatst kan worden . Fijn jus-
teren blijkt bij deze unit ook niet nodig zodat geen lange opstarttijd 
nodig is. Er is nog een derde unit (volgens Harrick) waarbij het moge-
lijk is een aantal monsters na elkaar te analyseren . Dit zou een gro-
tere tijdwinst opleveren, omdat niet na iedere meting met stikstof ge-
flushed hoeft te worden. Dit geeft een tijdwinst voor het opnemen van 
de spectra . De voorbewerkingstijd blijft uiteraard wel gelijk . 
Het een en ander wordt hieronder nog eens du idelijk weergegeven. 
- Energiebundel na spiegelend oppervlak Harriek > Barnes. 
- Energiebundel na blanko KBr 
- Ruis (bij 400 cm-1) 
- Hanteerbaarheid 
Justering 
Harriek > Barnes 
Barnes > Harriek 
Barnes > Harriek 
Het geheel overziende is de voorkeur gegeven aan de DRIFT-unit van 
Barnes . 
10. Conclusie 
Diffuse-Reflektie-Infrarood-Techniek (DRIFT) is een goede bruikbare 
opnametechniek . De voorbereidingen van het monster kunnen minimaal 
gehouden worden. 
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Door praktische ervaring blijkt deze techniek superieur boven de reeds 
langer toegepaste micro-KBr techniek, ook al doordat met micro-KBr 
extra handelingen, zoals het persen van de tablet, moeten worden uit-
gevoerd, \o~aardoor kans op verontreiniging groter is. 
Het concentratiebereik is voor diffuse-reflektie groter dan voor b.v. 
micro-KBr techniek, doordat de verkregen IR-spectra tussen b.v. 0,01% 
en 1% (voor sulfadimidine-na) geen verschillen opleveren. Bij hogere 
concentratie slaan de spectra niet 'dicht', hetgeen bij de micro- KBr 
techniek wel snel het geval is. 
De diffuse- reflektie unit van Barnes is handiger in gebruik gebleken 
dan de unit van Harrick, zodat ,.,e gekozen hebben voor de unit van Bar-
nes. 
11. Analyseverloop van onderzoek van HPLC-frakties met behulp van 
Diffuse- reflektiespectroscopie 
11.1 Monstervoorbewerking 
11.1.1 Damp de verkregen fraktie, afkomstig van de HPLC, in tot droog, 
onder inleiden van stikstof. 
11.1.2 Neem het residu op in 100 }.11 methanol (spectroscopisch zuiver). 
11.1.3 Reinig een agaath-mortiertje met stamper grondig met achtereen-
volgens demiwater, ethanol en methanol (spectroscopisch zuiver); ge-
bruik hierbij schone tissues. 
11.1.4 Wrijf ongeveer 25 mg KBr goed fijn in het mortiertje om deze 
extra te reinigen. 
11.1.5 Schud het mortiertje leeg (gebruik geen tissue, doch alleen , 
indien nodig, een schone spatel). 
11.1.6 Herhaal de procedure beschreven onder 11.1.4 en 11.1.5 nog een-
maal. 
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11.1.7 Verwijder nu zoveel KBr tot ongeveer 5 mg fijngewreven KBr 
achterblijft. 
11.1.8 Verdeel deze KBr goed in het mortiertje. 
11.1.9 Breng hierop het methanolextract verkregen onder 11.1.2. 
11.1.10 Laat de methanol, onder inleiden van stikstof, afdampen bij 
+ 60°C (voorzichtig ). 
11.1.11 Spoel het buisje na met 100 ~1 methanol. 
11.1.12 Herhaal de bewerking onder 11.1.2; 11.1.9; 11.1.10. 
11.1.13 Wrijf de KBr goed door het mortiertje, zodat de te onderzoeken 
component daarmee wordt verwreven. 
11.2 Diffuse- reflektie 
11.2.1 Vul het monstercupje, dat bij de diffuse-reflektie unit hoort 
tot bijna aan de rand met kristallijne KBr. 
11.2.2 Breng hierop met een spatelt je heel voor zichtig de KBr met de 
te onderzoeken component. 
11.2.3 Druk met het spateltje het oppervlak van de KBr-glad. 
11.2.4 Plaats de monstercup op de verticale as van de DRIFT-unit en 
stel de juiste hoogte in onder FPK-mode. 
11.3 Infrarood onderzoek 
11.3.1 Flush het monstercompartiement gedurende 5 min met stikstofgas , 
met een hoeveelheid van 700 liter/h, houd het deksel daarbij iets ge-
opend. 
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11.3.2 Sluit het deksel en flush nogmaals gedurende 5 min met 700 1/h. 
11.3.3 Neem het interferogram op waarbij 100 scans worden genomen. 
11.3.4 Herhaal procedure 11.1.1 t/m 11 . 3.3 voor de blanko HPLC-fraktie. 
ll . 3.5 Neem nogmaals een spectrum op van de blanko HPLC-fraktie , nadat 
5 minuten extra met stikstof is geflushed. 
(Om een ' double- beam' spectrum te maken van de waterdamp, die gebruikt 
gaat worden voor de correctie voor de waterdamp in het double- beam 
spectrum). 
l1.3.6 Neem tevens een IR-spectrum op van fijngepoed erd KBr en handel 
daarvoor volgens 11.2.1, 11.2.3 t/m 11.3.3. 
11.4 Data handling 
11.4.1 Vergelijk het single-beam spectrum van het monster met het 
single-beam spectrum van de KBr me t PLT PLF=TR ('double-beam' s pec trum 
monster). 
11.4.2 Vergelijk he t single-beam s pectrum van de blanko- HPLC-fraktie 
me t het single-beam s pectrum van de KBr met PLT PLF=TR (= 'double-
beam ' spectrum blanko HPLC) . 
11.4.3 Vergelijk de twee single-beam spectra van de blanko HPLC-
fraktie (verkregen onder 11 . 1. 22) met PLT PLF=TR (= 1double-beam' 
spectrum waterdamp). 
11.4.4 Pas spectrum-subtraction toe met de 'double- beam ' spectra, 
verkregen onder 11 . 4.1 en 11.4.3 met STA, totdat mons terspectrum 
\.,a t ervrij is. 
11.4.5 Pas spectrum-substraction toe met de 1double-beam ' spectra, 
verkregen onder 11.4.2 en 11.4.3 met STA totdat blanko-HPLC-spectrum 
wa tervrij is. 
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' ~ 11.4.6 Pas spectrum- substraction toe met double- beam absorptiespectra 
verkregen onder 11.4.4 en 11.4.5 met SAA, totdat monsterspectrum vrij 
is van de blanko-HPLC-achtergrond. 
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13. Opname condities (parameterltjsten ) van diverse spectra. 
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